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研究成果の概要（和文）：核酸搭載脂質ナノ粒子は熱力学的に不安定であることから、特定の細胞を標的とする
ためのリガンド分子の修飾は困難であった。本研究では、この問題を解決するためにナノ粒子表面でクリック反
応を利用して、迅速かつ高効率に抗体を修飾させる技術を開発した。また、実験計画法を用いた体系的な最適化
手法を開発したことにより、標的細胞へと核酸を送達するために最適な脂質組成や抗体修飾条件を速やかに見出
すことを可能とする手法を考案した。これらの基盤技術により作成した抗体修飾LNPにより、皮下のリンパ管内
皮細胞へsiRNAを送達し任意の遺伝子の発現を制御できる技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：The thermodynamic instability of nucleic acid-loaded lipid nanoparticles has
 made it difficult to modify LNPs with ligand molecules to target specific cells. In this study, to 
solve this problem, I developed a technique for rapid and highly efficient modification methodology 
for antibodies conjugation using click reactions on the nanoparticle surface. In addition, by 
developing a systematic optimization, I developed a method that allows to rapidly find the optimal 
lipid composition and conditions for antibody modification to deliver nucleic acids to target cells.
 Using these fundamental technologies, I have developed a technology to deliver siRNA to 
subcutaneous lymphatic endothelial cells and control gene expression using antibody-modified LNPs.

研究分野： ドラッグデリバリーシステム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質ナノ粒子（LNP）型核酸医薬は、近年のCOVID-19ワクチンで示されたように非常に強力な治療モダリティで
ある。しかしながら、現在開発が進行中のLNP製剤はほとんどが肝細胞を標的としたものか局所投与によるもの
が殆どであり、対象となる疾患は限定的である。本研究により開発した抗体修飾技術により、肝細胞以外の細胞
へとLNP型核酸医薬の対象を拡充することが可能となり、核酸医薬のさらなる発展に貢献しうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
siRNA や mRNA などの核酸は遺伝子の補充や抑制可能であり、新規の医薬品分子として期待され
ている。核酸はそのままの形で投与しても細胞内に取り込まれないため、送達効率を上げるため
のキャリアの開発が進められている。最も一般的なキャリアとして脂質ナノ粒子（LNP）が汎用
されており、siRNA を搭載した LNP が難治性の家族性アミロイドーシスの治療薬として 2018 年
に承認された。しかしながら、LNP は大部分が肝臓に取り込まれるために、肝臓以外を標的とす
るためには特定の細胞を認識するためのリガンドの搭載が必要となる。従来のリガンドの搭載
には加熱、アルコールの使用、長時間の反応が必要であり、これらに耐性の無い抗体などのリガ
ンドは修飾することが困難であった。このことから、LNP にリガンドを修飾するための新たな方
法論が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではナノ粒子界面上におけるクリック反応を利用することで、リガンドを粒子へ迅速・

高自由度に修飾する方法として CLIP（CLick reaction on Interface of the nano-Particle）
法を確立することを目的とした。また、CLIP 法による標的化 LNP の最適化を行い、内封した核
酸の機能を評価するための皮下リンパ管内皮細胞（LEC: Lymphatic endothelial cell）を用い
た評価系を作成し、CLIP 法による細胞標的化の有効性について検証した。 
 
 
３．研究の方法 
 抗体を LNP に結合させるために、dibenzocyclooctyne（DBCO）とアジド基により 1,2,3-トリ
アゾール環が形成される、いわゆる歪みエネルギー誘発型付加環化反応（SPAAC: strain energy-
promoted azide alkyne cycloaddition）を LNP への抗体結合方法へと応用した。抗体をリジン
残基由来のアミノ基を介してアジド化したものを作成し、これを LNP に修飾した DBCO 結合ポリ
エチレングリコール脂質（DBCO-PEG）脂質と結合させるスキームを考案した（図 1）。初めに LNP
上でのクリック反応の最適条件の探索および、既存の抗体修飾スキーム（抗体のアミノ基と LNP
の活性カルボン酸のアミドカップリングによる結合）との反応効率の比較のために、アジド基お
よびアミノ基を有する蛍光分子を用いたモデル系で精製後の蛍光強度から反応効率を測定した。
LNP はあらかじめ別の波長の蛍光分子で修飾することで精製による LNP 回収率の補正を行った。 
 

図 1 クリック反応を用いた抗体結合スキーム 
 
 抗体を LNP に結合させる際は、抗体を N-hydroxysuccineimide-PEG4-N3 を炭酸水素ナトリウ
ム緩衝液（200 mM、pH 8.0）中で反応させた。得られたアジド化抗体は透析（MWCO 3,000 Da）
により精製し、限外濾過（MWCO 50 kDa）により濃縮した。収率や濃度測定にはビシンコニン酸
法を用いた。本研究に置いて用いたヒトポドプラニン抗体（NZ-1.2）およびマウスポドプラニン
抗体（PMab-1）は AMED の BINDS 事業を通して供与いただいた。 
 LNP はアルコール希釈法により作成した。核酸を送達するための機能性脂質（ssPalm）および
DBCO-PEG 脂質を含む脂質エタノール溶液に対して、siRNA を含むリンゴ酸緩衝液（pH 3.0）を混
合した溶液を、さらに緩衝液により希釈後、限外濾過によりアルコールおよび未封入の siRNA を
除去した。粒子物性については動的光散乱法（ZetaSizer Nano ZS、Malvern Panalytical 製）
を用いた。作成した LNP をアジド化抗体と最適条件で混合することにより結合させた。LNP 溶液
から抗体を除去する際には超遠心し（100,000g、4C、60 min）、LNP のみを沈殿させたのちに抗
体溶液を含む上清を除去した。本操作を 2度繰り返すことにより、LNP 溶液から未反応抗体を除
去した。抗体の検出のために、4-16%グラジエントゲルを用いた SDS-PAGE を 150 V、45 分低電圧
で泳動を行い、泳動後のゲルをクマシーブリリアントブルー染色によりタンパク質を可視化し
た。 
 tLNP および ntLNP の siRNA 送達活性の測定には、ヒト皮膚由来不死化 LEC（HDLEC、LONZA 製）
をモデル細胞として使用した。HDLEC は EBM-2 培養キットを用いて培養した。tLNP の取り込み量
評価の際には、6-well プレートに HDLEC を播種し、24時間後に事前に脂溶性蛍光分子（DiD）に
より蛍光標識したtLNPおよびntLNPを2時間暴露し、その後トリプシン処理した細胞をNovocyte
（Agilent Technology 製）により細胞内の蛍光強度を測定した。siRNA による遺伝子発現抑制活



性の測定のためには、細胞にユビキタスに発現している polo-like kinase 1（PLK1）遺伝子に
対する siRNA を用いた。細胞を PLK1 siRNA を搭載した LNP に 24 時間暴露し、その後細胞から
total RNA を Maxwell 16（Promega 社製）を用いて RNA を抽出後に定量的 RT-PCR により PLK1 発
現量を定量した。 
 in vito での tLNP のターゲティング能の検討のために、皮下組織の LEC を使用した。皮下に
tLNP を投与後、尾部皮膚を切除し、皮膚真皮部をコラゲナーゼ溶液とインキュベートすること
により LEC を含む皮下組織の細胞懸濁液を調製した。得られた皮下細胞の懸濁溶液をポドプラ
ニン、CD31、CD45 に対する蛍光標識抗体で染色後、Novocyte を用いて CD31 陽性ポドプラニン陽
性 CD45 陰性細胞を LEC とした。tLNP の非標的細胞として CD31 陽性ポドプラニン陰性 CD45 陰性
細胞である血管内皮細胞に含まれる LNP 由来蛍光を定量した。また、遺伝子発現抑制の際には、
標的タンパク質に対する抗体も加えて染色し、標的タンパク質の発現量を定量した。 
 
 
４．研究成果 

古典的には抗体に修飾したチオール基と LNP に修飾した
マレイミド基の間の 1,4-付加反応を利用する方法がある
が、予備的検討の結果からマレイミド基と ssPalm に含まれ
るジスルフィド基が反応する可能性が示された（図 2）。そ
こで、同様に古くから抗体結合法として用いられている、抗
体のアミノ基と LNP の活性カルボン酸を持つ PEG 脂質によ
るアミドカップリングをコントロールの反応とした。これ
らの反応による LNP 表面上での分子の反応率の測定のため
に、LNP に NHS 基を含む脂質および DBCO を含む脂質を混合
し、このようにして作成した LNP とアミノ基もしくはアジ
ド基を有する蛍光分子を反応させるモデル系により反応温
度、反応当量、pH について検討した。その結果、既存のア
ミドカップリングを利用した方法では、反応温度、反応当量依存的に結合量が増大した（図 3）。
また、pH については塩基性が適していることが明らかとなった。これは、アミドカップリング
においてアミノ基は脱プロトン化する必要があり中性〜塩基性条件が好まれるという過去の報
告と一致した。また、アミドカップリング反応は SN1 反応であることから、反応温度・濃度に依
存して反応速度が高くなるという過去の知見とも一致した。一方で、CLIP 法では、温度依存性、
反応当量依存性は認められず、比較的温和な条件かつ過剰量の基質を必要としないことが明ら
かとなった。また、特徴的な条件とし酸性条件においてのみ結合反応が進行した。これは、SPAAC
が一般的に pH非依存的であるという報告と矛盾する。そのため、酸性においてのみ LNP への蛍
光分子結合が見られた結果は、反応そのものが進行しない条件で合ったというよりはむしろ LNP
上の DBCO を含む PEG 脂質の配向性や表面への提示の程度が変化していることが原因である可能
性が考えられる。反応率を比較すると、CLIP 法では最大 30%の蛍光分子が結合していることか
ら、CLIP 法が従来法と比較して迅速に反応を進行させることが明らかとなった。これらの系高
分子を用いた検討から、CLIP 法による最適反応条件を、pH 4.0、室温、1時間とした。 
 

図 3 種々の反応条件における LNP 表面における反応効率 
 
 
 

図2 ssPalmとマレイミド含
有脂質の反応 



次に、抗体の結合について検討を行った。従来法および CLIP 法によりアジド化抗体もしくは
DBCO を修飾した LNP と反応させ、SDS-PAGE により観察した。その結果、CLIP 法において LNP 由
来の脂質との結合により分子量が増大したと考えられるバンドが観察された（図 4左）。一方で、
従来法ではその分子量が増大したバンドは薄く、反応効率が良くないことが示唆された。次に、
分子量の増大したバンドが確かに LNP と相互作用している抗体であることを検証するために、
超遠心により LNP と未結合の抗体を分離し、その後 SDS-PAGE により分析した（図 4右）。なお、
超遠心操作により LNP および抗体が希釈され検出限界以下になったことから、凍結乾燥により
溶媒を除去して濃縮した後に泳動操作を行った。その結果、超遠心により分子量が増大したバン
ドのみが LNP 画分から検出されたことから、移動度が低下したバンドは確かに LNP と結合した
抗体であることが示唆された。また、これらの結果から CLIP 法は従来法と比較して迅速かつ高
効率に抗体を LNP に結合させられることが明らかとなった。 

図 4 SDS-PAGE による LNP への抗体結合評価と超遠心による未結合抗体の分離 
 
 
このようにして作成した、抗体修飾 LEC 標的 LNP（tLNP）と抗体を修飾していない LNP（ntLNP）

の siRNA 送達量について検討を行った。培養細胞における取り込み量は、tLNP が ntLNP と比較
して有意に高かった（図 5 左）。また、siRNA によるノックダウン効果を観察したところ、tLNP
は ntLNP の約 3分の 1の濃度で遺伝子サイレンシングを誘導できることが明らかとなった（図 5
右）。 
 

 
図 5 tLNP による in vitro 培養細胞での取り込みおよび siRNA 送達能の評価 

 
 

 最後に in vivo における tLNP による核酸送達能を評価した。マウス尾部皮下の細胞懸濁液と
蛍光標識した tLNP および ntLNP をインキュベートし、フローサイトメトリーにより LEC におけ
る LNP 取り込みを定量した（図 6左）。その結果、tLNP において ntLNP よりも高い取り込み量が
認められた。一方で、コントロール細胞である血管内皮細胞ではそのような増大は認められなか
った。また、ネガティブコントロールとしてヒトポドプラニンに対する抗体を結合させた場合と
比較して、マウス抗体を結合させた場合に有意な取り込み増大が見られたことから、確かに抗体
がマウスポドプラニンを認識することにより LNP の取り込みが増大していることが示された（図
6右）。以上の結果は、LNP に簡便かつ迅速な抗体結合法として CLIP 法が有用であることを示唆



している。今後は LEC 以外の標的化 LNP の作成へと展開し、様々な疾患へと応用していきたい。 
 
 

 
図 6 tLNP による in vivo の siRNA 送達評価 
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